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り大体 2週間，10層以下の顔面では 1週間位である 13, 14)。角質層は，数層以上に堆積した
角質細胞と角質細胞脂質ラメラ構造からなる。角質細胞は死細胞で核，ミトコンドリアな












loricrin，elafin，small proline-rich proteinsなどが ε-(γ-glutamyl) lysine結合により不溶化した
タンパク質膜とそのタンパク成分に細胞外側からエステル結合した一層の ceramideとから
なる 15, 19)。コーニファイド・セルエンベロープの外側に近いところは，主として involucrin
が占めており，これに ceramide の疎水性部分の先端（ω-hydro）がエステル結合している
20)。Loricrinは角化過程の最終的段階で発現される分子量 26 kDaの serine，cysteineに富む
不溶性タンパクで，glycine-loopという特異な分子構造を持ち，コーニファイド・セルエン
ベロープの主成分の一つである 19)。角質細胞間の結合は corneo desmosomeにより，またそ
の細胞間接着分子は desmoglein 1と desmocoline 1が主成分である 21)。
角質細胞間脂質層と表皮脂質
角質層間脂質層の主成分は，オドランド小体由来の ceramide（約 46%），cholesterol（約
26%），遊離脂肪酸（約 13%），cholesterol sulfate（約 4%）である。これらの脂質は疎水性
領域を挟んで親水性側を外側にした二重層構造を形成する。これを基本にした脂質二重層
が多層に重なってラメラ構造となり，角質細胞間を充填している 22)。層構造の安定化には












































IL-10，IFNγ，intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）及び transforming growth factor（TGF）
-βの mRNA発現やケラチノサイト増殖に関与する keratin-16の増加が報告されている 52)。
また，マウスケラチノサイトにおいても DNA 合成促進 53, 54)，IL-1α，IL-1β，TNFα，IL-6




ケラチノサイトは，急性バリア破壊処理により nerve growth factor（NGF）mRNA発現が増
加 61)，急性の創傷治癒過程において TGF-β を産生 62)，表皮の増殖性炎症時には platelet-
derived growth factor（PDGF）を産生する 63)。また，マウス急性バリア破壊の修復に対し，
histamineは修復を遅延すること 64)，γ-aminobutyric acid（GABA）は促進すること 65)，cAMP



















triglycerideや cholesterol esterは減少するなどの組成の変化が報告されている 73)。角質層で





た状態となり乾燥傾向にあり 75, 76)，時には痒みも伴う 77)。表皮ケラチノサイトにおいて IL-1





6る itch-scratch cycleと呼ばれる現象が存在し，疾患の難治化を進行させる 11)。アトピー性
皮膚炎の病変部での TEWLの上昇は勿論であるが，非病変部の皮膚においても角質水分量
の低下 9, 10)，TEWLの上昇 6, 7)が認められ，アトピー性乾皮症と云われる乾燥状態にあり，
肉眼的には認め得ない軽い炎症の持続もある 23)。表皮の増殖と分化の過程に軽度の亢進が
認められ，機能的に不完全な厚い角質層の構築と，ターンオーバー時間の短縮が起こって
いる 6, 82)。また，アトピー性皮膚炎では角質細胞間脂質の ceramide含有量の低下が認めら
れる 8, 83)。その原因としては，sphingomyelinを ceramide以外に代謝する sphingomylin acylase
あるいは sphingomylin deacylaseの異常発現 84, 85)，glucosylceramideから ceramide以外に代








































































皮膚バリア破壊処置前日に，diethylether麻酔下でマウス吻側背部皮膚（約 2 cm × 2 cm）
を電気バリカンで除毛した。皮膚バリア破壊処置として，除毛部位皮膚に対し以下の処置
を diethylether麻酔下にて実施した。処置 1：ワイヤーブラシ（SCWS-005P，ワイヤー径；
Φ 0.175 mm，長さ；15 mm，パオックコーポレーション）により皮膚を 40～50回掻破し（強
さ；60 ± 10 g/cm2），TEWLを約 20 g/m2/hまで上昇させた（機械的掻破処置）。処置 2：Acetone
と diethylether（1:1）の混液を浸した脱脂綿（約 1 cm × 1 cm）で 15秒間被覆を 1日 2回（9:00
















データは平均値 ± 標準誤差で示した。有意差の検定は，多重比較は Bartlett検定による
等分散性の確認後，等分散の場合は Dunnett 検定を，不等分散の場合はさらに F検定によ
り 2群間の等分散性を確認し，等分散の場合は Studentの t検定を，不等分散の場合はWelch
の t検定を行い，Bonferroni法により多重性の調整を行った。2群間比較は，同様に F検




正常皮膚の TEWL値は 1.70 ± 0.14 g/m2/hであった。背部皮膚へのワイヤーブラシによる
10，20，30，40及び 50回掻破により，TEWL値はそれぞれ 2.97 ± 0.37，5.12 ± 1.21，10.08
± 2.19，15.93 ± 2.63及び 21.28 ± 3.04 g/m2/hへと掻破回数依存的に増加し，掻破 40回以上
で正常皮膚値と比較し有意差が認められた（Fig. 3）。
Mechanical scratchings
















Fig. 3 Change in transepidermal water loss (TEWL) by mechanical scratching. The skin of
the rostral part of the mouse back was mechanically scratched 10, 20, 30, 40 and 50 times. Values
represent the mean ± S.E.M. from 6 mice. *P<0.05, **P<0.01 when compared with mechanical
scratchings 0 (Welch’s t-test).
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2-2 皮膚バリア破壊後の修復期間比較
正常皮膚の TEWL値は 1.57 ± 0.13 g/m2/hであった。機械的掻破では，背部皮膚へのワイ
ヤーブラシ約 50回掻破による皮膚バリア破壊処置により，TEWLは 20.29 ± 0.49 g/m2/hに
上昇した。その後，TEWLは処置後 1 日目で急激に減少するが，2日目以降は徐々に低下
し，6 日目で正常皮膚との間に有意差が認められなくなった。脱脂処置では，処置後の
TEWL値は 6.74 ± 0.28 g/m2/hとなり，正常皮膚と比較し有意に上昇した。しかし，TEWL
値の上昇は機械的掻破処置と比較し低値であり，処置後 3日目では正常皮膚との間に有意
差が認められなくなった。テープストリッピング処置では，6～8 回の角質除去により，
TEWLは 21.19 ± 1.06 g/m2/hに上昇した。しかし，機械的掻破処置と比較し皮膚バリアの
修復が早く，処置後 4日目で正常皮膚との間に有意差が認められなくなった（Fig. 4）。






























Fig. 4 Time course change on TEWL in mechanical scratching, acetone-ether (AE) treatment
and tape-stripping. Mechanical scratching (○) was performed until TEWL reached approximately
20 g/m2/h. AE treatment (▲) was performed twice daily (9:00 and 17:00) for 3 days and once the
fourth morning, for a total of 7 times. Tape-stripping (△) was performed until TEWL reached
approximately 20 g/m2/h. Values represent the mean ± S.E.M. from 8 mice. *P<0.05, **P<0.01,










Fig. 5 Hematoxylin and eosin (HE) staining of the skin treated for barrier disruption. The
pictures represent the HE-stained sections from the skin 24 h after AE treatment (b) or tape-




glycerol水溶液を用いた。機械的掻破による皮膚バリア破壊後（TEWL：21.52 ± 0.82 g/m2/h），
自然修復により TEWLは経時的に減少し，12時間後では 15.62 ± 0.57 g/m2/h，24時間後で
は 13.78 ± 0.50 g/m2/hであった（無処置群）。白色ワセリン塗布群は，塗布 1時間後におい
て 5.75 ± 0.71 g/m2/hと最も低値を示し，無処置群（21.30 ± 0.74 g/m2/h）と比較し有意差を
認めた。その後，TEWLは徐々に上昇していくが，塗布 8時間後（11.78 ± 0.77 g/m2/h）ま
で無処置群（17.22 ± 0.37 g/m2/h）と比較し有意差が認められた。10% glycerol塗布群は，
塗布 1時間後（15.37 ± 1.32 g/m2/h）において，無処置群と比較し有意に低値を示したが，
塗布 2時間後（18.25 ± 0.91 g/m2/h）では無処置群（20.08 ± 0.61 g/m2/h）と比較し有意差は
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認められなかった（Fig. 6a）。
一方，脱脂処置による皮膚バリア破壊後（TEWL：7.58 ± 0.64 g/m2/h），自然修復により
TEWLは経時的に減少し，12時間後では 5.95 ± 0.46 g/m2/h，24時間後では 5.00 ± 0.61 g/m2/h
であった（無処置群）。白色ワセリン塗布群は，塗布 1時間後において 3.57 ± 0.20 g/m2/h
と最も低値を示し，無処置群（7.27 ± 0.83 g/m2/h）と比較し有意差を認めた。その後，TEWL
は徐々に上昇していき，塗布 2時間後（3.90 ± 0.19 g/m2/h）では無処置群（7.18 ± 0.65 g/m2/h）
と比較し有意差が認められたが，塗布 4時間後（4.77 ± 0.49 g/m2/h）では無処置群（6.33 ±
0.71 g/m2/h）と比較し有意差は認められなかった。10% glycerol塗布群は，塗布 1時間後に





































Fig. 6 Effect of moisturizers on recovery of cutaneous barrier disruption. The murine skin
was treated by mechanical scratching (a) and AE treatment (b) as mentioned in Fig. 4. and 0.1 mL
of vaseline (△) or glycerol (▲), respectively, was topically applied after each cutaneous barrier
disruption. TEWL was measured at 1, 2, 4, 8, 12, and 24 h after topical applications. ●; Normal
skin group. Values represent the mean ± S.E.M from 8 mice. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 when










ている 6, 7)。Conventional（通常飼育）環境下で皮膚炎を自然発症する NC/Ngaマウスは，
アトピー性皮膚炎自然発症モデルとして広く用いられているが 49)，自発性掻破行動により








































































れてきた 36, 50, 51)。皮膚バリアが障害されると，損傷した組織に炎症性細胞が集積し，この
炎症性細胞からは様々な炎症性メディエータ （ーbradykinin，histamine，serotonin，cytokine，
prostanoid等）が放出され，生体防御機構としての炎症反応が起こる。炎症性メディエータ














いる 113)。PGは，基本構造の違いから PGD2，PGE2，PGI2及び PGF2αの 4種類に分類され，
生体内で広範な作用を示す生理活性物質 90-93)であり，皮膚においても上記 4種の PGが産
生される 113)。特に PGE2及び PGI2は，炎症反応（発熱，疼痛及び浮腫）との関係が良く知















第Ⅰ部，第 1章の方法に従って，TEWL測定装置（Tewameter TM210，Courage & Khazaka，
Germany）を用いてマウス背部の TEWLを測定した。
1-4 皮膚 PG量の測定
新たな内因性の PG産生を抑制するため，indomethacin（10 mg/kg，Sigma-Aldrich，St. Lous，
MO）を静脈内投与し，5分後に頚椎脱臼により屠殺してから鋏を用いて背部皮膚を採取し




に再溶解して ELISA kitにて各 PG量（PGD2，PGE2，PGF2α及び 6keto-PGF1α）を測定した。
データは pg/mg（皮膚組織湿重量）で示した。ELISA測定には，PGD2 EIA kit，PGE2 EIA kit












データは平均値 ± 標準誤差で示した。有意差の検定は，多重比較は Bartlett検定による
等分散性の確認後，等分散の場合は Dunnett 検定を，不等分散の場合はさらに F検定によ
り 2群間の等分散性を確認し，等分散の場合は Studentの t検定を，不等分散の場合はWelch
の t検定を行い，Bonferroni法により多重性の調整を行った。2群間比較は，同様に F検
定後，Studentの t検定またはWelchの t検定を行った。有意水準は 5%とした。
2. 実験結果
2-1 機械的掻破回数と皮膚 PG量の変化
マウス背部皮膚に機械的掻破を 0，20，30 及び 50 回負荷し，10 分後の皮膚 PG 量を測
定した。掻破 0回の PGD2，PGE2，PGI2及び PGF2α量は，それぞれ 8.09 ± 1.33，2.96 ± 0.71，
1.02 ± 0.12及び 0.18 ± 0.08 pg/mg tissueであった。機械的掻破後の皮膚 PG量は，掻破回数
に依存して増加した。50回掻破後の PGD2，PGE2，PGI2及び PGF2α量は，それぞれ 186.94




















































Fig. 7 Changes in skin PGs contents by mechanical scratching. The amounts of PGD2, PGE2,
PGI2 (6-keto-PGF1α) and PGF2α were measured 10 min after the treatment of cutaneous barrier
disruption by mechanical scratching for 20, 30 and 50 times. Values represent the mean ± S.E.M.
from 6 mice. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 when compared with mechanical scratchings 0
(Student’s t-test or Welch’s t-test).
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2-2 皮膚バリア修復に対する indomethacinの作用
機械的掻破による皮膚バリア破壊（TEWL約 20 g/m2/h）直後から 0.1% indomethacinを 1
日 1回 0.1 mL塗布し，翌日からの TEWLの経日変化を測定し，皮膚バリア修復への影響
を検討した。Indomethacin 塗布群は，溶媒塗布群と比較し全ての測定日において有意に
TEWL値が高く，皮膚バリア修復の遅延が観察された（Fig. 8）。また，機械的掻破による
皮膚 PG産生に対し，0.1% indomethacin塗布は完全に PG産生を阻害していた（Table 1）。






















Fig. 8 Effect of indomethacin on recovery of the cutaneous barrier. Mice were subjected to
cutaneous barrier disruption by mechanical scratching about 50 times and 0.1 mL of 0.1%
indomethacin (●) was then topically applied once a day for 5 days. TEWL was measured at 24 h
after topically application of indomethacin. Values represent the mean ± S.E.M. from 8 mice.
Normal represents the value of mice given no treatment (△). **P<0.01, ***P<0.001 when
compared with vehicle (○) (Student’s t-test).
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Table 1 Effect of indomethacin on the mechanically induced barrier disruption of the skin
on PGs contents.
PGD2 PGE2 PGI2 PGF2α
Non-treatment 5.35 ± 0.36 5.88 ± 0.92 1.11 ± 0.10 0.80 ± 0.23
VH + MS 238.42 ± 31.20a 285.60 ± 36.69a 16.79 ± 1.98a 39.16 ± 4.26a
IM + MS 3.10 ± 0.56b 3.30 ± 0.92b 0.94 ± 0.10b 0.17 ± 0.05b
Values represent the mean ± S.E.M. pg/mg tissue weight from 6 mice. MS; Mice were subjected to
cutaneous barrier disruption by mechanical scratching (MS) about 50 times using a wire-brush, 10
min before the measurement of the skin PGs (PGD2, PGE2, PGI2 and PGF2α) counts. IM; 0.1 mL of
0.1% indomethacin (IM) was topically applied to the mouse skin of the back, 10 min before MS.
aP<0.001 compared with non-treatment of each PG content. bP<0.001 compared with vehicle (VH)
of each PG content (Welch’s t-test).
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2-3 皮膚バリア修復に対する PGの作用
機械的掻破による皮膚バリア破壊（TEWL約 20 g/m2/h）及び 0.1% indomethacin塗布によ
る内因性 PG産生阻害処置後，5種の PG（PGD2，PGE2，PGF2α，PGI2及び U46619（TP受
容体作動薬））を 1日 1回塗布し，翌日からの TEWLの経日変化を測定し，皮膚バリア修
復への影響を検討した。処置後 1日目において，溶媒塗布群の TEWLは 21.49 ± 0.68 g/m2/h
であるのに対し，0.1% PGD2塗布群は 13.60 ± 0.73 g/m2/h，0.1% PGE2塗布群は 17.51 ± 0.84
g/m2/hであり，共に有意に低値を示した。処置後 2日目以降も，両群は溶媒塗布群と比較
し有意差を認めたが，PGD2塗布群はPGE2塗布群より全ての測定日において低値を示した。
一方，0.1% PGF2α, PGI2及び U46619塗布群は，溶媒塗布群と比較し有意差は認められなか
った（Fig. 9）。






























Fig. 9 Effect of several prostanoids on recovery of the cutaneous barrier. Mice were
subjected to cutaneous barrier disruption by mechanical scratching about 50 times and then
inhibition of production of endogenous PGs by topical application of indomethacin. A 0.1 mL of
0.1% several prostanoids (PGD2; △ , PGE2; ▲ , PGF2α; □ , PGI2; ■ , U46619; ◇) were
topically applied once a day for 4 days 10 min after topical application of indomethacin. TEWL
was measured at 24 h after topically application of each prostanoid. Values represent the mean ±
S.E.M. from 8 mice. Normal represents the value of mice given no treatment (○). *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 when compared with vehicle (●) (Dunnett’s test).
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2-4 皮膚バリア修復に対する PGD2及び PGE2の作用
機械的掻破による皮膚バリア破壊（TEWL約 20 g/m2/h）及び 0.1% indomethacin塗布によ
る内因性 PGs産生阻害処置後，0.00001～0.1% PGD2及び PGE2を 1日 1回塗布し，皮膚バ
リア修復への影響を検討した。評価は溶媒塗布群との差が最も明確な処置後 2日目におけ
る TEWLを測定した。PGD2及び PGE2塗布は，用量依存的に indomethacinによる皮膚バリ
ア修復遅延を改善した。PGD2及び PGE2塗布共に，0.001～0.1%の濃度において溶媒塗布群
と比較し有意差を認めたが，0.0001及び 0.00001%の濃度では有意差を認めなかった。また，
PGD2及び PGE2の抑制作用は 0.01%の濃度でプラトーに達していた（Fig. 10）。
















Fig. 10 Effect of a low concentration of PGD2 and PGE2 on recovery of the cutaneous
barrier. Mice were subjected to cutaneous barrier disruption by mechanical scratching about 50
times and then inhibition of production of endogenous PGs by topical application of indomethacin.
A 0.1 mL of 0.00001%, 0.0001%, 0.001, 0.01% and 0.1% PGD2 (A) and PGE2 (B) were topically
applied once a day for 2 days 10 min after topical application of indomethacin (hatched columns).
TEWL was measured at 24 h after the second topically application of each PG. Values represent the
mean ± S.E.M. from 8 mice. Normal represents the value of mice given no treatment (open
column). ###P<0.001 when compared with normal (Student’s t-test). **P<0.01, ***P<0.001 when




PGD2が親和性を有する PPARγ の関与を検討するため，DP1，DP2及び PPARγ 各々に結合
特性を有する PGD2各代謝物の皮膚バリア修復に対する効果を検討した。評価は溶媒塗布
群との差が最も明確な処置後 2日目における TEWLを測定した。DP1及び DP2の作動活性
を持つ PGJ2は 0.1%で有意な皮膚バリア修復作用を示した。しかしながら，0.01% PGD2の
TEWL と比較すると高値を示した。一方，DP2作動活性を持つ 13,14-dihydro-15-keto-PGD2
















Fig. 11 Effect of PGD2 metabolites on recovery of the cutaneous barrier. Mice were subjected
to cutaneous barrier disruption by mechanical scratching about 50 times and then inhibition of
production of endogenous PGs by topical application of indomethacin. A 0.1 mL of 0.01% PGD2,
0.1% PGJ2, 0.1% 13,14-dihydro-15-keto-PGD2 and 0.1% 15-deoxy-Δ12,14-PGJ2 were topically
applied once a day for 2 days 10 min after topical application of indomethacin (hatched columns).
TEWL was measured at 24 h after the second topically application of each PGD2 metabolite. Values
represent the mean ± S.E.M. from 8 mice. Normal represents the value of mice given no treatment
(open column). ###P<0.001 when compared with normal (Student’s t-test). *P<0.05, **P<0.01
when compared with vehicle (shadowed column) (Dunnett’s test).
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2-6 皮膚バリア修復に対する EP 受容体作動薬の作用
PGE2の皮膚バリア修復作用において，PGE2受容体である EP1，EP2，EP3及び EP4受容
体の関与を検討するため，それぞれの受容体作動薬の皮膚バリア修復に対する効果を検討


















Fig. 12 Effect of EP receptor agonists on recovery of the cutaneous barrier. Mice were
subjected to cutaneous barrier disruption by mechanical scratching about 50 times and then
inhibition of production of endogenous PGs by topical application of indomethacin. A 0.1 mL of
0.01% 17-phenyl-trinor-PGE2, butaprost, sulprostone and ONO-4819 were topically applied once a
day for 2 days 10 min after topical application of indomethacin (hatched columns). TEWL was
measured at 24 h after the second topically application of each EP agonist. Values represent the
mean ± S.E.M. from 6 mice. Normal represents the value of mice given no treatment (open
column). ###P<0.001 when compared with normal (Welsh’s t-test). **P<0.01, ***P<0.001 when































した結果，PGD2及び PGE2が皮膚バリア修復遅延を改善したが，PGF2α, PGI2及び U46619
（TP 受容体作動薬）は有意な作用を示さなかった。また，PGD2は皮膚バリア修復過程の
早期に作用を示す傾向が見られ，さらに PGE2より強力な作用であった。
PGD2の生体内での代謝は大きく 3 通りに分かれる。15-hydroxy-PG-dehydrogenase 及び
15-keto-PG-13-reductaseにより 13,14-dihydro-15-keto-PGD2に代謝される経路，PGF synthase
により 11-β-PGF2αに代謝される経路及び非酵素的に PGJ2に代謝される経路である 118)。こ
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のうち，11-β-PGF2αは生理活性が弱いが，13,14-dihydro-15-keto-PGD2は DP2受容体に対し
て親和性を示すことが知られる 119)。PGJ2は，DP1及び DP2受容体に親和性を示す 119, 121)。
さらに，PGJ2からの代謝物である 15-deoxy-Δ12,14-PGJ2は DP2に加えて核内受容体である
PPARγにも親和性を有する 120)。DP1受容体は Gsと共役し adenylate cyclaseの活性化する。
DP2受容体は 7回膜貫通型の Gタンパク結合型受容体で，Th2細胞，好酸球及び好塩基球
などに発現し，アレルギー症状の増悪に関与することが報告されており 96, 121)，CRTH2







一方，EP 受容体には，EP1，EP2，EP3及び EP4の受容体サブタイプが存在する 97-99)。
EP1受容体は G タンパク質と共役するがその種類は不明である。Ca2+透過性チャネルを活
性化し，細胞外から Ca2+流入を引き起こす。EP2及び EP4受容体は Gsと共役し，adenylate
cyclaseを活性化し，cAMPを上昇させる。一方，EP3受容体は Giに共役し，adenylate cyclase
を抑制する。しかし，マウス EP3受容体には 3種類の isoform（EP3α，EP3β及び EP3γ）が存
在し，これらは各種 PGに対する結合特異性や結合親和性は同じであるが，共役する Gタ
ンパク質やその活性化効率は異なると報告されている 122-124)。EP3α及び EP3βは Giとのみ共
役し adenylate cyclaseを抑制するが，EP3γは低濃度の PGE2で Gi，高濃度では Gsとも共役





PGE2は EP3及び EP4受容体（特に EP4受容体）を介して皮膚バリア修復作用を示すことが
明らかとなった。
皮膚バリア修復に関与した DP1，EP3及び EP4受容体に共通する細胞内シグナルとして，
Gsと共役し adenylate cyclase活性化による cAMPの上昇が考えられる。しかし傳田らは，
テープストリッピングモデルにおいて，cAMP は皮膚バリア修復をむしろ遅延させると報




















における IL-1α，IL-1β，TNFα，IL-6 等の炎症性サイトカイン mRNA 発現を誘導すること














第Ⅰ部，第 1章の方法に従って，TEWL測定装置（Tewameter TM210，Courage & Khazaka，
Germany）を用いてマウス背部の TEWLを測定した。
1-4 薬物
Indomethacin は Sigma-Aldrich より，dexamethasone は和光純薬工業株式会社より購入し
た。機械的掻破の 3時間前に ethanolに溶解した 0.1% indomethacin，0.1% dexamethasoneま
たは 0.1% indomethacin/dexamethasoneをマウス背部皮膚に 0.2 mL塗布し，その後 1日 1回
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4日間塗布した。PGD2及び PGE2は Cayman Chemicalより，IL-1α，IL-1β及び TNFαはフ
ナコシ株式会社より購入した。PGD2及び PGE2は ethanolにて 0.01%の濃度に，IL-1α，IL-1β
及び TNFαは 0.001%の濃度に調整し，機械的掻破の翌日から 1日 1回 3日間マウス背部皮
膚に 0.1 mL塗布した。
1-5 病理組織学的観察及び免疫組織化学的解析
Indomethacin及び dexamethasone塗布 4日後の背部皮膚を剥離し，第Ⅰ部，第 1章の方法
に従って HE 染色を行い，光学顕微鏡を用いて観察した。免疫組織化学的手法は，切片を
goat anti-mouse IL-1β antibody（2 μg/mL；AF-201-NA；R&D Systems，Minneapolis，MN）ま
たは goat anti-IL-1RI antibody（1 μg/mL；BAF771；R&D Systems）で反応させた後，avidin-
biotin peroxidase complex法により染色標本を作製し，光学顕微鏡を用いて観察した。
1-6 統計処理
データは平均値 ± 標準誤差で示した。有意差の検定は，多重比較は Bartlett検定による
等分散性の確認後，等分散の場合は Dunnett 検定を，不等分散の場合はさらに F検定によ
り 2群間の等分散性を確認し，等分散の場合は Studentの t検定を，不等分散の場合はWelch
の t検定を行い，Bonferroni法により多重性の調整を行った。2群間比較は，同様に F検
定後，Studentの t検定またはWelchの t検定を行った。有意水準は 5%とした。
2. 実験結果
2-1 皮膚バリア修復に対する indomethacin及び dexamethasone単独または併用効果
機械的掻破による皮膚バリア破壊（TEWL約 20 g/m2/h）の 3時間前及びその後 1日 1回






その変化は，処置後 1日目においては indomethacin単独塗布の TEWLより減少したが，2
日目以降は TEWLの減少が緩やかで，indomethacin単独塗布より TEWLは高値を示した。








































Fig. 13 Effect of indomethacin or/and dexamethasone on mechanical scratching-induced
cutaneous barrier disruption. (a) Recovery of cutaneous barrier disruption. 0.1% indomethacin
(▲), dexamethasone (△), or indomethacin/dexamethasone (□) in a volume of 0.2 mL were
topically applied 3 h before mechanical scratching once daily for 4 days. TEWL was measured 24 h
after each topical application. ●: Normal skin group. Values represent the mean ± S.E.M. from 8
mice. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 when compared with vehicle (○) (Student’s t-test or
Welch’s t-test). (b-e) Hematoxylin and eosin (HE) staining of the skin on mechanical
scratching-induced cutaneous barrier disruption treated with indomethacin and dexamethasone. The
pictures represent the HE-stained sections from the skin 4 days after vehicle (b) or dexamethasone
(c) or indomethacin (d), or indomethacin/dexamethasone treatment (e). Scale bar = 100 μm.
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2-2 皮膚バリア修復に対する PG及びサイトカインの作用
Indomethacin 及び dexamethasone 併用処置による皮膚バリア破壊悪化に対する PGD2，
PGE2，IL-1α，IL-1β及び TNFαの皮膚バリア修復作用を検討した。PGD2及び PGE2は 0.01%
の濃度で，IL-1α，IL-1β及び TNFαは 0.001%の濃度で，機械的掻破の翌日から 1日 1回 3
日間マウス背部皮膚に 0.1 mL塗布した。PGD2及び IL-1β塗布は，それぞれ処置後 4日目




の発現を検討した。正常皮膚の表皮において，IL-1β（Fig. 14b）及び IL-1RI（Fig. 14d）の
発現が観察されたが，indomethacin及び dexamethasone併用処置の皮膚では，表皮が殆ど欠
落しており，IL-1β（Fig. 14c）及び IL-1RI（Fig. 14e）の発現は顕著に減少していた。
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Fig. 14 Effect of several PGs and cytokines on mechanical scratching-induced cutaneous
barrier disruption treated with indomethacin and dexamethasone. (a) Recovery of cutaneous
barrier disruption. 0.01% PGD2 (▲), PGE2 (△), 0.001% IL-1α (■), IL-1β (□) and TNFα (◆)
dissolved in ethanol in a volume of 0.1 mL were topically applied 1 day after mechanical scratching
treated with 0.1% indomethacin/dexamethasone. Several drugs were then topically applied once
daily for 3 days. ●: Mechanical scratching with nonapplication of indomethacin/ dexamethasone
group. ◇: Normal skin group. TEWL was measured 24 h after each topical application. Values
represent the mean ± S.E.M. from 8 mice. *P<0.05, **P<0.01 when compared with vehicle (○)
(Welch’s t-test). (b-e) Localization of IL-1β and IL-1RI at mice skin. IL-1β immunohistochemistry 
of normal (b) and topical application of indomethacin/dexamethasone (c). IL-1RI
immunohistochemistry of normal (d) and topical application of indomethacin/ dexamethasone (e).












用の発現は，DNA結合非依存的に AP-1（Activator protein 1）や NF-κB（Nuclear factor κB）
などの転写因子による遺伝子発現を抑制することで，細胞接着分子，サイトカイン及びケ
モカインなどの産生を抑制するためと考えられている 125-129)。また，ステロイドは COX-2
遺伝子発現の抑制により PG 産生を抑制し抗炎症作用を示す 130, 131)。しかし，その広範な
薬理作用と GR の発現の普遍性から感染症，皮膚萎縮や毛細血管拡張などの副作用発現が
問題となっている 132, 133)。ステロイド系抗炎症薬 dexamethasoneの皮膚バリア修復への影響
を検討した結果，dexamethasone塗布により皮膚バリア修復は遅延し，また indomethacinと
dexamethasoneの併用塗布では皮膚バリア破壊が悪化した。Dexamethasone単独塗布は，処
置後 1 日目においては indomethacin 単独塗布の TEWL より減少したが，ステロイドは
COX-2 遺伝子発現を抑制するが，COX-1 遺伝子には影響を与えないため 130, 131)，COX-1
より産生された PG（PGD2及び PGE2）が皮膚バリア修復に寄与したのかもしれない。一
方，2日目以降は TEWLの減少が緩やかで indomethacin単独塗布より TEWLは高値を示し
た。つまり，皮膚バリア修復過程の初期には PG が主に寄与するが，修復後期には
dexamethasone により阻害を受けた PG 以外の因子が関与している可能性を示唆した。







この indomethacin及び dexamethasone併用処置による皮膚バリア破壊悪化に対する PGD2，
PGE2，IL-1α，IL-1β及び TNFαの皮膚バリア修復作用を検討した。PGD2塗布は，処置後 4
日目で溶媒塗布と比較し TEWL を有意に減少させ，PGE2塗布は処置後 4 日目において有







ける IL-1α，IL-1β，TNFα，IL-6 等の炎症性サイトカイン mRNA 発現を誘導することが報
告されている 55-57)。10%以下の超低湿度環境下において有機溶媒処理を 4日間連続して実





ずに角化亢進を惹起し，また keratin 10及び involucrin発現を抑制する報告 135)もある。TNFα
に関しても，filaggrin及び loricrin mRNA発現を抑制する報告がある 136)。IL-1α及び TNFα
の皮膚バリア機能制御に関しては報告の相違もあり，検証は十分に得られていない。
免疫組織化学的手法により，皮膚における IL-1β及び IL-1受容体タイプⅠ（IL-1RI）の
発現を検討した結果，正常皮膚の表皮において IL-1β 及び IL-1RI の発現が観察されたが，
indomethacin及び dexamethasone併用処置の皮膚では，表皮が殆ど欠落しており，IL-1β及
び IL-1RIの発現は顕著に減少していた。Indomethacin 及び dexamethasone 併用処置による
皮膚バリア破壊悪化は，表皮において IL-1β及び IL-1RIが減少していたためと考えられた。





（Toll-like receptor：TLR）と同様であり，ミエロイド系分化因子 88（Myeloid differentiation
protein-88：MyD88）を介してセリン/スレオニンキナーゼである IL-1 受容体関連キナーゼ
（IL-1 Receptor associating kinase：IRAK）を活性化し，さらに TRAF-6（TNF receptor-associated
factor-6）を介して炎症反応に関与する NF-κB や MAP キナーゼ等の活性化を引き起こし，
転写活性を示す 139)。IL-1βはタイトジャンクションの主要タンパク質である occludin及び
claudin-1の発現を増加させる報告がある 140)。また，IL-1βは表皮角化細胞において，成長






第 3章 皮膚バリア修復における COXの関与
PGs（PGD2，PGE2，PGI2及び PGF2α）は，PLA2によって膜リン脂質より遊離されたア










一般的に非ステロイド性抗炎症剤（NSAIDs）は，COX-1 及び COX-2 の阻害により PG
産生を抑制することで抗炎症，鎮痛及び解熱作用を発揮する。これまでに，多くの COX-1
及び COX-2 阻害剤が開発され，各々の選択的阻害剤を用いた解析によって COX-1 及び
COX-2の生体内における機能が明らかにされてきた。特に COX-1選択的阻害剤 SC-560 146)
及び COX-2選択的阻害剤 NS-398 147)は，in vitro及び in vivoで明確な COX選択阻害作用を
示すことから，COX 関連の研究に繁用されている。第Ⅱ部，第 2 章において，NSAIDs
が皮膚バリア修復を遅延させ，PGD2及び PGE2が皮膚バリア修復に関与することを示し













第Ⅰ部，第 1章の方法に従って，TEWL測定装置（Tewameter TM210，Courage & Khazaka，
Germany）を用いてマウス背部の TEWLを測定した。
1-4 皮膚 PG量の測定
皮膚の PG量は，第Ⅰ部，第 1章の方法に従って，各 PGに特異的な ELISA kitを用い
て測定した。
1-5 皮膚重量及び血漿漏出量の測定
機械的掻破 22時間後に 0.5% Evans blueを静脈内投与し，その 2時間後に頚椎脱臼にて
屠殺したマウス背部皮膚の掻破部位を採取した。採取した皮膚をさらに直径 1 cmに切り抜
き皮膚重量を測定し，血漿漏出量の測定用サンプルとした。皮膚中 Evans blue量は，片山
らの方法に従って測定した 148)。つまり，皮膚サンプルに 1 M KOHを 0.2 mL添加し，37℃
にて一晩反応させた。その後，0.2 M H3PO4/acetone（5:13）を 1.8 mL添加し，遠心分離（3,000
rpm，4℃，15分）した。上清を回収し，波長 620 nmにて Evans blue濃度を測定した。




採取した皮膚を鋏で切り刻んだ後，ホモジェナイズバッファ ［ー150 mM Tris-HCl（pH 7.5），
150 mM NaCl，1% Triton X-100，1 mM EDTA，1 mM PMSF，10 μL Protease inhibitor cocktail
（Sigma-Aldrich）］を添加し，polytron tissue homogenizerにて組織を破砕した。組織破砕液
を 10,000 rpm，15分，4℃にて遠心分離し，上清（総タンパク量：100 μg）を各々の COX
特異的な抗体と 4℃にて 2時間反応させた（COX-1；Cayman Chemical，COX-2；Santa Cruz
Biotechnology，Santa Cruz，CA）。さらに 20 μL Protein G Agarose beads（Invitrogen，Carlsbad，
CA）を添加して 4℃にて一晩反応させた。その後 1,500 rpm，2分間遠心分離した。
（b）SDS-PAGEとWestern blotting
上記沈殿を蒸留水で洗い，Laemmli sample buffer（Bio-Rad Japan）で再懸濁してから 96℃
で 5分間熱処理したものをサンプルとした。SDS-7.5w/v% ポリアクリルアミドゲルを用い
て SDS-PAGEを行い，泳動終了後，ゲル内のタンパク質を PVDF膜（Millipore，Billerica，
MA）に転写した。転写後の膜をブロッキング溶液（0.3% nonfat dried milk/PBST buffer（0.1%
Tween-20/PBS））に浸し，60 分間室温で振とうした。その後，一次抗体処置として，ブロ
ッキング溶液で 200 倍に希釈した rabbit anti-rat COX-2 polyclonal antibody（Cayman
Chemical）及び goat anti-human COX-1 polyclonal antibody（Santa Cruz Biotechnology）溶液
中で室温にて 90分間振とうした。PBST溶液で膜を 3回洗浄後，二次抗体処置として，ブ
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ロッキング溶液で 10,000倍に希釈した horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-(rabbit
IgG)（Amersham Biosciences，Little Chalfont，UK），または 25,000倍に希釈した horseradish
peroxidase-conjugated swine anti-(goat IgG)（BIOSOURCE，Camarillo，CA）溶液中で室温に
て 60分間振とうした。その後，PBS溶液で 3回洗浄し，Enhanced chemiluminescence detection
kit（Amersham Biosciences，Little Chalfont，UK）を添加して化学発光した COX-1及び-2の
バンド画像をスキャナーで取り込み，バンド濃度を定量化した。ハウスキーピング遺伝子
として GAPDHの発現もWestern blottingにて確認し，データは GAPDH発現量に対する比
で示した。
1-7 皮膚組織における COX-1及び COX-2の発現（免疫組織化学的解析）
機械的掻破 24時間後のマウス背部皮膚を採取し，10%中性緩衝ホルマリン液（和光純
薬工業）にて固定後，パラフィンブロック及び切片を作製した。切片を rabbit anti-COX-1
polyclonal antibody（2.5 μg/mL；160109；Cayman chemical）または goat anti-COX-2 polyclonal
antibody（2.5 μg/mL；sc-1745；Santa Cruz Biotechnology）で反応させた後，avidin-biotin
peroxidase complex法により染色標本を作製し，光学顕微鏡を用いて観察した。二重染
色は，切片を goat anti-COX-1 antibody（5 μg/mL；sc-1754；Santa Cruz Biotechnology）及び
rat anti-F4/80 monoclonal antibody（20 μg/mL；MCAP497；Serotec，Oxford，U.K.）または
goat anti-COX-2 polyclonal antibody（1 μg/mL；sc-1745；Santa Cruz Biotechnology）及び rat
anti-Gr-1 monoclonal antibody（10 μg/mL；553122；BD Pharmingen，Franklin Lakes，NJ）で
反応させた後，Alexa 568標識または Alexa 488標識二次抗体（Molecular Probes，Eugene，
OR）で二重染色を行い，共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。
1-8 薬物
SC-560は Cayman Chemicalより購入し，NS-398は大正製薬にて合成した。薬物は ethanol
に溶解して 0.1%の濃度に調整し，機械的掻破 10分前にマウス背部皮膚に 0.2 mL塗布した。
皮膚バリア修復に対する作用では，その後 1日 1回 4日間塗布した。
1-9 データ解析
データは平均値 ± 標準誤差で示した。有意差の検定は，多重比較は Bartlett検定による
等分散性の確認後，等分散の場合は Dunnett 検定を，不等分散の場合はさらに F検定によ
り 2群間の等分散性を確認し，等分散の場合は Studentの t検定を，不等分散の場合はWelch
の t検定を行い，Bonferroni法により多重性の調整を行った。2群間比較は，同様に F検





に，COX-1 選択的阻害剤である SC-560（0.1%）及び COX-2 選択的阻害剤である NS-398



























Fig. 15 Effect of SC-560 (COX-1-selective inhibitor) and NS-398 (COX-2-selective inhibitor)
on recovery of the cutaneous barrier. Mice were subjected to cutaneous barrier disruption by
mechanical scratching about 50 times. A 0.2 mL of SC-560 0.1% (△) or NS-398 0.1% (▲) was
then topically applied 10 min prior to the mechanical scratching and once a day for 4 days. TEWL
was measured at 24 h after each topical application. Values represent the mean ± S.E.M. from 8
mice. Normal represents the value of mice given no treatment (●). **P<0.01, ***P<0.001 when
compared with vehicle (○) (Student’s t-test).
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2-2 皮膚バリア破壊時の皮膚 PG量に対する COX阻害剤の作用
SC-560及び NS-398の皮膚 PG量への作用を検討するため，マウスの背部に 0.1% SC-560


































































Nor Cont SC-560 NS-398
Fig. 16 Effects of topical application of SC-560 and NS-398 on the PGs contents in the
mouse skin at 24 h after mechanical scratching. A 0.2 mL of SC-560 0.1% or NS-398 0.1% was
topically applied 10 min prior to the mechanical scratching. Twenty-four hours later, skin
specimens were taken and the PGs (PGD2, PGE2, PGI2 and PGF2) contents were measured using
an enzyme immunoassay kit as described in Materials and Methods. Values represent the mean ±
S.E.M. from 6 mice. Nor and Cont represent the values of mice given no treatment and vehicle
treatment, respectively. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 when compared with Nor mice. ++P<0.01,
+++P<0.001 when compared with Cont mice (Student’s t-test or Welch’s t-test). #P<0.05, ##P<0.01,
SC-560 vs. NS-398 (Welch’s t-test).
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2-3 皮膚バリア破壊時の皮膚炎症に対する COX阻害剤の作用
SC-560及び NS-398の皮膚炎症への作用を検討するため，マウスの背部に 0.1% SC-560






































Fig. 17 Effects of topical application of SC-560 and NS-398 on mechanical scratching-
induced oedema and plasma extravasation. A 0.2 mL of SC-560 0.1% or NS-398 0.1% was
topically applied 10 min prior to the mechanical scratching. Tissue weight (A) and plasma
extravasation (B) were measured at 24 h after the mechanical scratching as described in Materials
and Methods. Values represent the mean ± S.E.M. from 6 mice. Nor and Cont represent the values
of mice given no treatment and vehicle treatment, respectively. ###P<0.001, Nor vs. Cont.
***P<0.001 when compared with Cont (Student’s t-test).
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2-4 機械的掻破モデルにおける COX-1及び COX-2発現（免疫組織学的解析）















Fig. 18 Immunohistochemical localization of COX-1 and COX-2 in mouse skin. Twenty-four
hours after mechanical scratching (MS), the COX-1 expression in the epidermis and basal layer of
the follicle (b, arrow) was assessed in comparison with that in normal skin (a, arrows). COX-2
expression in the dermis in mechanically scratched skin (d, arrows) in comparison with that in




Fig. 19 Double immunostaining for COXs and specific cell marker antigens. COX-1 (b, red)
and F4/80 antigen (a, green) were positively stained in the same cells in the epidermis of normal
skin, and COX-2 (d, red) and Gr-1 antigen (c, green) were positively stained in the same cells in the
dermis of mechanically scratched skin, respectively. Scale bar = 7.5 μm (a, b) and 5 μm (c, d).
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Fig. 20 Western blotting analysis of COX protein expression in the skin at 24 h after
mechanical scratching. Protein lysate from the skin tissue of mechanically scratched mice (MS)
was prepared, and Western blotting was performed as described in Materials and methods.
Visualized COX-1 (a) and COX-2 (b) bands were scanned and quantified. Values represent the
mean ± S.E.M. of the results from 3 mice. ***P<0.001 Normal vs. MS (Student’s t-test).
3. 考察
本章では，機械的掻破モデルの皮膚バリア修復に対する COX-1 選択的阻害剤 SC-560
及び COX-2選択的阻害剤 NS-398の効果を検討することにより，皮膚バリア修復と皮膚の







し，24時間後に最も強く発現する 151)。皮膚バリア破壊 24時間後の皮膚 PG量に対するCOX
阻害剤の作用検討において，SC-560塗布は全ての PG 量を有意に抑制し，さらに PGD2量
については正常皮膚より低値を示した。一方，NS-398塗布は皮膚 PG量に殆ど影響を与え
なかった。これまでに，aspirinを前処置し機械的掻破後の皮膚 PG産生能を検討した結果，
PGD2及び PGF2α産生能は機械的掻破 6時間後で増加しないが，PGE2及び PGI2産生能は 6
時間後で有意な増加を示すことを明らかにしている 151)。Aspirin は代表的な NSAIDs の一
つで，COXの活性部位である 530番目のセリンをアセチル化することで非可逆的な阻害作
用を示す 152-154)。また，aspirinの血中半減期は 15分であり，血中の aspirinは速やかに PG
産生阻害作用のないサリチル酸に代謝される 155, 156)。このことから，aspirinは投与時に存
在する COXを不活性化するが，その後新たに合成される COXの活性は阻害しないと想定
される 157)。正常皮膚では COX-1のみ発現すること，aspirinによる COX-1不活性化は 6時
間まで持続すること 151)から，機械的掻破 6 時間後では，COX-1 に加えて掻破前には発現







一方で，機械的掻破 24 時間後における皮膚 PG 量に対し，NS-398 塗布の効果は弱かっ
た。免疫組織化学的解析及び Western blotting解析において，機械的掻破 24時間後の皮膚
では COX-2の発現を観察している。皮膚 PG量への NS-398塗布による効果の報告は殆ど
無いため，COX-2 由来の炎症に対する NS-398 塗布の抑制効果を検証するため，機械的掻
破により惹起される浮腫及び血漿漏出への NS-398 塗布の効果を検討した。浮腫や血漿漏
出などの炎症反応は COX-2 により惹起され 149, 150)，NS-398 の抗炎症作用については，
carrageenin 誘発炎症モデルに対する作用 147)等いくつか報告されている。本試験において，
NS-398 塗布は機械的掻破誘発の炎症反応を抑制したが，SC-560 塗布は作用を認めなかっ










膚において COX-1陽性細胞は減少していたが，Western blotting解析において 24時間後の
COX-1 タンパク発現量は殆ど変化がなかった。表皮基底層の COX-1 発現量は減少してい
たが，表皮及び真皮全体の発現量では殆ど変化がなかったのかもしれない。COX-2陽性細
胞は正常皮膚では殆ど発現しておらず，機械的掻破モデルの真皮中の好中球浸潤細胞に発









以上のことより推察される，皮膚における PG産生と COXの関与について Fig. 21に示




を産生する。これらの PG の中でも，特に PGD2は掻痒抑制及び皮膚バリア修復作用を
持ち，過度の物理刺激から皮膚を守るため，また皮膚修復を促進するためのフィードバ
ック調節において重要な役割を担っているのかもしれない。物理刺激により真皮中に誘導
された COX-2からは，炎症反応 100-104)に関与する PGE2及び PGI2が産生される。炎症反応
は生体防御機構として惹起されることから，PGE2及び PGI2もまた過度の物理刺激から皮
膚を守るフィードバック調節機構として働いているのかもしれない。






















Fig. 21 Putative role of COX-1 and COX-2 on physical stimuli-induced cutaneous PGs
production in mice. COX-1 is constitutively expressed and generally plays a housekeeping role to
maintain the homeostasis such as vasodilation and hair growth. COX-1 activated by physical
damage produces PGs, having effects of antipruritus and skin barrier recovery. A few hours later,
physical damage induces expression of COX-2 in the dermis, producing PGE2 and PGI2, which
mediate inflammatory reactions.
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第 4章 皮膚への siRNA導入による COX-1ノックダウン法の確立
siRNA（small interfering RNA）は 21-23塩基対から成る低分子二本鎖 RNAであり，siRNA
を用いた RNA interference（RNAi）は配列特異的に遺伝子発現を抑制する方法として利用
されている 163, 164)。siRNAは RNA-inducing silencing complex（RISC）と呼ばれる複合体に
より細胞質に取り込まれ，標的の mRNA に結合しタンパク質の翻訳を抑制する。現在，


















を塗布し，同部位に電極（直径 1 cm，NepaGene）を設置した。次に，TE buffer 50 μLに溶
解させた CMV-β-gal plasmid（50 μg，Invitrogen，Carlsbad，CA）または SV40-Luc2 plasmid
（50 μg，pGL4.13，Promega，Madison，WI）をマウスに皮内投与し，電子パルス発生器（CUY21，
NepaGene）を用いて，パルス長 100 ms，67～200 V/cm，4矩形波パルスの条件でエレクト
ロポレーションを行った。24 時間後，全皮膚中の β-gal 活性を chlorophenol red-β-D- 
galactopyranoside（Stratagene，Santa Clara，CA）を用い波長 590 nmで測定し，値は β-gal




は，luciferase assay kit（Promega）とWallac 1420 Multilabel counter（PerkinElmer，Waltham，
MA）を用い測定した。siRNA導入は，siRNA（12.5 μg = 1.0 nmol，siGENOME SMARTpool
ant ON-TARGETplus，Dharnacon，Chicago，IL）を含む 50 μL siPORT Amine（Ambion，Austin，
TX）を皮膚に注入し，最適な条件でエレクトロポレーションを行った。陰性対照として，
non-silence scrambled-control RNA（Dharmacon）を使用した。




倍率200倍にて表皮の5箇所/マウス（n = 4）をランダムに選び，IPLab Spectrum（Scanalytics，
Fairfax，VA，USA）を用いて表皮中のCOX-1免疫活性面積として算出した。
1-5 皮膚 PG量の測定
皮膚 PG 量は，第Ⅱ部，第 1章の方法に従って，各 PG に特異的な ELISA kitを用い
て測定した。
1-6 データ解析
データは平均値 ± 標準誤差で示した。有意差の検定には，F 検定により 2 群間の等分







た。Fig. 22aでは導入 24時間後の皮膚中 β-gal活性を示した。回数，電圧依存的に β-gal活
性は増加し，電圧 200 V/cmの 2回または 3回の電気刺激の条件において，皮膚障害が軽度
で β-gal活性が最も発現していた。しかし，naked-DNA（0 V）のみの注入では β-gal活性の
増加は認められなかった。200 V/cm，0.10～0.15 Aの電流値（200 V/cm，2回の条件で，非
電気刺激と比較し 7.6 倍遺伝子発現が増加する電流値）を得るためには，ケラチンクリー
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Fig. 22 Electroporation-assisted transfection of an exogenous gene into the normal skin. (a)
Pulse- number- and voltage-dependent expression of β-galactosidase (β-gal) gene in the skin after 
intradermal injection of a plasmid cording for β-gal. Whole upper back skin tissues at the injected 
site were collected 24 h after the in vivo plasmid electro-transfection and assayed β-gal activity 
using chlorophenol red-β-D-galactopyranoside (CPRG) as the substrate. Optimum activity was 
obtained with double set pulses at 200 V/cm. Values represent the mean ± S.E.M. from 3 mice. (b)
Localization of β-gal expression in the skin tissue after injection of the CMV-β-gal pDNA. Skin 
tissues at the injected site were collected 24 h after electroporation, and X-gal staining followed by
histological analysis were performed. When the optimized pulse conditions (double set pulses at
200 V/cm and 0.10-0.15 A) were applied, dotted β-gal expression became evident in the epidermis 
and some parts of the hair follicles (arrows). Scale bar = 50 μm. (c) Luciferase expression in major 
organs after the intradermal injection of pDNA via electroporation. For the luciferase enzyme assay,
brain, heart, lung, liver, spleen, kidney, the muscle under the injected site, the upper back skin of
the injected site, and the lower back skin of the non-injected site were harvested 24 h after injection
from mice treated SV40-Luc2. Values represent the mean ± S.E.M. from 3 mice.
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2-2 皮膚への COX-1 siRNA導入によるノックダウン（Western blotting解析）
siRNA は pDNA よりサイズが小さく，また核内に導入する必要のあるプラスミド DNA
と比較し局在する場所は細胞質であるため，siRNAの導入は pDNAの導入より理論的に容
易と考えられる。そこで，前述のエレクトロポレーション手法を用い皮膚への siRNA導入
による COX-1ノックダウンを試みた。COX-1 siRNA導入後 4日目において，皮膚中 COX-1
タンパク発現は正常皮膚と比較して有意に抑制された（Fig. 23）。陰性対照である
non-silence scrambled-control RNAの導入では影響が見られなかった。なお，COX-2は正常
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Fig. 23 siRNA-mediated silencing of COX-1 expression in the skin. COX-1 expression was
suppressed in the skin NC/Nga mice. COX-1-specific siRNA was transfected under optimized
conditions of electroporation. Total homogenates were extracted from the skin tissue on day 4 after
the electroporation and subjected to Western blotting. The COX-1/β-actin density ratio was 
quantitatively evaluated and represented as the mean ± S.E.M. from 3 mice. *P<0.05 when
compared with non-silencing scrambled-control (SC) RNA-transfected skin (Student’s t-test).
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2-3 皮膚への COX-1 siRNA導入によるノックダウン（免疫組織化学的解析）
皮膚への COX-1 siRNA導入による COX-1ノックダウンについて免疫組織化学的に解析















































Fig. 24 siRNA-mediated silencing of COX-1 expression in the skin tissue. The localization of
COX-1 expression was immunohistochemically analyzed. (a) Endogenous COX-1 expression in
the epidermal area was obviously silenced in the COX-1 siRNA-targeted part of skin after 4 days of
electroporation. Scale bar = 50 μm. (b, c) COX-1 positive area in the epidermis were quantitatively 
evaluated and represented as the mean ± S.E.M. from 4 mice. *P<0.05 when compared with
scrambled-control RNA-transfected skin (Student’s t-test).
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2-4 皮膚 COX-1ノックダウンによる皮膚 PG産生への影響
COX-1 siRNA導入による皮膚 PG産生能への影響について検討した。皮膚 PG産生能は，
siRNA 導入部位への機械的掻破 10 回刺激で評価を行った。機械的掻破は皮膚 PGD2及び
PGE2量を有意に増加させた（Fig. 25a）。一方，皮膚 PGI2及び PGF2α量では高値を示したが
有意差は認められず，産生量は 10 pg/mL 以下であった（data not shown）。Non-silence
scrambled-control RNA（SC）群の PGD2は，非掻破群において 24.2 ± 6.6 pg/mLであり，機
械的掻破により 129.5 ± 23.7 pg/mLと有意な増加を認めたが，COX-1 siRNA群の機械的掻
破では 70.4 ± 7.8 pg/mLであり，有意な減少が認められた。一方，PGE2は PGD2と同様な
傾向を示したが，SC群と COX-1 siRNA群での機械的掻破による産生量の比較において有
意差は認められなかった。また，COX-1 siRNA非導入部皮膚において同様に皮膚 PG産生
能を比較したが，SC群と COX-1 siRNA群で影響は見られなかった（Fig. 25b）。






























































Fig. 25 siRNA-mediated silencing of PG production in the skin. PGD2 and PGE2 contents in
the skin tissue homogenate were measured using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
(a) The PGD2 and PGE2 contents were elevated after mechanical scratching (MS), and the
enhanced PG contents were reduced by COX-1 siRNA transfection at the targeted part of
electroporation. (b) No reductions were detected in non-targeted skin. Values represent the mean ±
S.E.M. from 6 mice. #P<0.05, ##P<0.01 when compared with the non-MS control (Non). *P<0.05





ウンによる皮膚 PGへの影響を検討し，皮膚 PG産生における COXの関与を検討した。
初めに，皮膚障害が軽度で β-gal 活性が最も発現する pDNA を導入するエレクトロポレ
ーション条件を検討し，その最適条件下のエレクトロポレーションで COX-1 siRNA導入を






ソーム製剤（stable nucleic acid lipid particles；SNALP）167)，ナノ粒子 168)，カチオン性ペプ
チド 169)，コレステロール 170)，プロタミン抗体融合タンパク質 171)，アテロコラーゲン 172)，
アプタマーsiRNA キメラ 173)等がある。一方，エレクトロポレーションも組織内に siRNA
を導入するのに適した手法である 174)。近年，in vivoエレクトロポレーション法を用い，未
修飾 siRNAをマウス関節腔 175)や脳 176)に導入した例が報告されている。しかし，体部皮膚
への siRNA導入によるノックダウンについては報告がない。今回，エレクトロポレーショ
ンを用いた皮膚への siRNA導入によるノックダウンは初めての成功例となった。
この COX-1 ノックダウンモデルを用い，皮膚 COX-1 ノックダウンによる皮膚 PG への
影響を検討し，皮膚 PG産生における COXの関与を検討した。機械的掻破 10回刺激によ










考えると，掻破刺激時の皮膚では，PGD2は COX-1 を介して産生され，PGE2，PGI2 及び
PGF2は COX-1及び COX-2何れをも介して産生されることが明らかとなった。今回新たに






1. 皮膚への機械的掻破は，掻破回数に比例し皮膚 PG産生を誘導し，特に PGD2及び PGE2
産生が顕著であった。
2. 非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）塗布は，皮膚バリア修復を遅延させた。この皮膚

































































































与し，真皮中に誘導した COX-2 より産生される PG（PGE2及び PGI2）は炎症に関与して
いることが明らかとなった。
第 4章では，エレクトロポレーション法を用いて，in vivoにおける皮膚への siRNA導入
による COX-1ノックダウン法の確立を行い，さらにこのモデルを用い皮膚 COX-1ノック
ダウンによる皮膚 PG への影響を検討することにより，第 3 章に続き皮膚 PG 産生におけ




siRNA 導入による COX-1 ノックダウンマウスの作製に初めて成功した。同モデルの皮膚
PG産生量を測定した結果，皮膚 PGD2量のみ有意に減少していた。この結果から，皮膚へ
の刺激により表皮 COX-1 活性を介して産生される PG は，PGD2が主体であることが強く











り皮膚 PG産生が誘導されるが，皮膚炎を発症したNC/Ngaマウスでは 4種 PGの中で PGD2
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Fig. 26 正常皮膚及びアトピー性皮膚炎皮膚における PGD2の生理作用の仮説














者の Quality of Lifeの向上に結びつく証拠が得られていない。これまでアトピー性皮膚炎患
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への親和性に比例し，DP2 受容体及び PPARγ への親和性とは関連しなかった。また，
sulprostone（EP3受容体作動薬）及び ONO-4819（EP4受容体作動薬）は皮膚バリア修復作
用を示し，17-phenyl-trinor-PGE2（EP1受容体作動薬）及び butaprost（EP2受容体作動薬）は
効果を示さなかった。以上のことから，PGD2は DP1受容体を介し，PGE2は EP3及び EP4
受容体を介して皮膚バリア修復作用を示すことが明らかとなった。
2-2 皮膚バリア修復におけるサイトカインの関与
炎症性サイトカイン IL-1α 及び TNFα は，マウス皮膚バリア修復を促進することが報告
されている。そこで，機械的掻破皮膚バリア破壊モデルにおいて，皮膚バリア破壊とその
修復におけるサイトカインの役割を検討した。ステロイド系抗炎症薬 dexamethasone 塗布
は皮膚バリア修復を遅延させ，さらに dexamethasone と indomethacin の併用塗布は皮膚バ
リア破壊を悪化させた。この indomethacin 及び dexamethasone 併用処置による皮膚バリア
破壊悪化に対し，PGD2，PGE2，IL-1α，IL-1β 及び TNFα 塗布の効果は，PGD2及び IL-1β








する COX-1及び COX-2の 2種 isoformが存在する。そこで，皮膚バリア修復と皮膚の内
因性 PG産生における COX-1及び COX-2の関与を検討した。選択的 COX-1阻害薬 SC-560
は皮膚バリア修復を遅延させたが，選択的 COX-2 阻害薬 NS-398 では影響がなかった。
SC-560は機械的掻破による皮膚 PG 産生を有意に抑制し，さらに PGD2量については正常






2-4 皮膚への siRNA導入による COX-1ノックダウン法の確立




の COX-1 siRNA導入により表皮内の COX-1がノックダウンされたことが示唆された。同
モデルの皮膚 PG 産生量を測定した結果，皮膚 PGD2量のみ有意に減少していた。この結
果から，皮膚への刺激により表皮 COX-1 活性を介して産生される PG は，PGD2が主体で










皮 COX-1及び hPGDS発現の低下により皮膚 PGD2産生が誘導されないため，PGD2による
掻痒抑制と皮膚バリア修復が作用せず，更なる掻破を引き起こす結果，皮膚炎症反応が増
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